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RÉSUMÉ - L'étude du polymorphisme enzymatique dans les mycorhizes de différents Tuber 
montre que l'activité enzymatique de la glutamate-déshydrogénase à NADP constitue un critère 
sûr de différenciation. Ce critère biochimique est intéressant pour identifier le symbiote fongique, 
lorsque des espéces différentes de Tuber présentent des mycorhizes morphologiquement identi- 
ques (T. aestivum - T. uncínatum) ou très voisines (T. melanosporum - T. brumale). 


ABSTRACT - A study of the enzymatic polymorphism in the ectomycorrhizas of several Tuber 
species has shown that the enzymatic activity of the NADP - dependent GDH is a reliable criteri- 
on of discrimination. This biochemical criterion is interestiag for identifying the fungal symbiot, 
when different Tuber species exhibit mycorrhizas with a quite similar morphology (e.g. T. aesti- 
vum - T. uncinatum) or nearly so (for example F. melanosporum - T. brumale). 
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INTRODUCTION 


L'analyse électrophorétique de certaines protéines à fonction enzymatique peut 
s'avérer un outil intéressant pour différencier les espèces fongiques, qu'il s'agisse de 
Tuber (Palenzona et al, 1988) ou d'autres genres (Yoon et al., 1990; Perreau et al., 
1992). 


Dans un travail précédent, Dupré & Chevalier (1991) ont démontré que la 
composition protéinique des mycéliums de Tuber en culture pure ou en association 
avec le noisetier (Corylus avellana L.) s'avérait un critére hautement spécifique en 
taxonomie; toutefois, la technique de l'électrophorèse des protéines totales n'a pas per- 
mis de mettre en évidence des groupes de polypeptides fongiques communs au 
mycélium en culture et au mycélium associé à la racine. 


Le polymorphisme enzymatique s'est également révélé un critère d'une haute 
spécificité. Palenzona et al. (1988), puis Pacioni & Pomponi (1989) ont montré qu'il 
était possible d'utiliser les systèmes "geéne-enzyme" pour différencier les espèces de 


Ed Source : MNHN, Paris 


164 C. DUPRE, G. CHEVALIER, M. PALENZONA et E. BIOCCA 


Tuber à partir des ascocarpes. Dupré et al. (1992) ont appliqué la méme méthode à 
l'étude des mycéliums en culture et prouvé qu'avec les systèmes enzymatiques utilisés 
(MDH, IDH, 6 PGDH, SOD, GOT, PGM, MPI et PGI), les patterns obtenus étaient 
identiques à ceux des ascocarpes; par contre, il ne leur a pas été possible de mettre en 
évidence les isoenzymes du champignon à l'état symbiotique. 


Des essais ultérieurs avec les systèmes GDH à NAD, ACP et estérases ont 
donné des résultats, soit négatifs (GDH à NAD), soit difficiles à interpréter, par suite 
du manque de netteté des bandes (ACP et estérases). 


Finalement, grâce à l'utilisation du système GDH à NADP, qui avait donné 
des résultats intéressants sur épicéa mycorhizé par Hebeloma sp. (Dell et al., 1989), 
nous avons pu "marquer" notre champignon en association avec la racine. 


L'objectif de ce travail est de décrire la technique qui a permis de caractériser 
les mycorhizes de Tuber avec ce système et de montrer son intérêt en systématique et 
comme outil de contrôle de la mycorhization. 


MATÉRIEL ET MÉTHODE 
1/ Matériel végétal 


L'inoculation et l'élevage de plantules de Corylus avellana L., ainsi que les 
prélévements de mycorhizes ont été effectués selon les techniques décrites par Dupré 
& Chevalier (1991). 


2/ Matériel fongique 


Six espéces de Tuber ont été étudiées, représentées par vingt deux individus: 
T. aestivum Vitt. (Truffe d'été), une truffe, provenant de Provence (région d'Aix en 
Provence); T. albidum Pico ("Blanquette"), quatre truffes, provenant de Toscane 
(région de Grosseto, Italie); T. brumale Vitt, trois truffes, provenant du Périgord 
(région de Bergerac); T. melanosporum Vitt. (T. du Périgord), sept truffes provenant 
du Périgord (région de Bergerac, cinq truffes), des Marches (région de Fabriano, Italie, 
une truffe) et de Provence (région des Baux de Provence, une truffe); T. rufum Pico 
("nez de chien"), une truffe provenant d'Auvergne (région de Clermont-Ferrand); T. 
uncinatum Ch. (Truffe de Bourgogne), six truffes provenant de Lorraine (région de 
Commercy, une truffe) et de Bourgogne (région de Tonnerre, cinq truffes). 


Les prélèvements de gléba ont été faits sur des ascocarpes frais ou congelés 
conservés à -80°C, après congélation dans l'azote liquide. 


Les cultures mycéliennes ont été réalisées selon la méthode décrite par Dupré 
& Chevalier (1991). 


3/ Extraction des protéines 


Dans le cas des cultures mycéliennes et des ascocarpes, l'extraction des 
protéines est effectuée à partir de 350 à 400 mg de matériel fongique (Dupré et al., 
1992); dans le cas des mycorhizes, à partir de 150 à 200 apex mycorhizés. Les 
mycorhizes sont conservées, aprés nettoyage, 24 heures dans 1 ml d'eau désionisée 
stérile à 4*C. Durant ce temps, nous avons remarqué un léger développement dans 
l'eau du mycélium frangeant des mycorhizes. Ceci nous a permis d'augmenter sensi- 
blement la quantité de mycélium par rapport au matériel végétal. 
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Les mycorhizes sont récupérées sur papier filtre Whatman puis déposées dans 
un mortier. Elles sont broyées dans de l'azote liquide en présence de PVP (polyclar, 
10% et PVP 40, 2%) et de sable de Biot. On ajoute 500 ul de solution d'extraction 
(Chalot et al., 1989); Tris-HCl, 50 mM (pH 8); glycérol, 10%; béta mercaptoéthanol, 
14 mM (lul/ml); glutamate, 10 mM; MgSO,, 10 mM; EDTA, 2 mM; PMSF, 1mM. 
Le dosage de la quantité de protéines est réalisé à l'aide du réactif préconisé par 
Biorad d'aprés la technique de Bradford (1976). Aprés une centrifugation à 10 000 g 
pendant 2 minutes, on récupère le surnageant contenant les protéines. Les extraits sont 
conservés dans des tubes cryogéniques à l'ultracongélateur à -80°C ou dans l'azote li- 
quide. 


4/ Electrophorése 


L'électrophorèse monodimensionelle en système discontinu, sur gels uniformes 
de polyacrylamide, en conditions non dénaturantes, est réalisée verticalement en 
minicuve "Mini Protean II" Biorad. Les dimensions des gels sont de: 8 x 7,3 x 0,075 
cm, 


Le gel de séparation est coulé sur une hauteur de 5,5 cm. 


- Composition du gel à 6% de polyacrylamide (Botton et Chalot, 1991): Solu- 
tion À (acrylamide, 30 g; bisacrylamide, 0,8 g; eau permutée, qsp 100 ml), 2,0 ml; 
Tris 1M (pH 8,8), 3,5 ml; ammonium persulfate 1,5%, 0,5 ml; TEMED, 10 yl; eau 
permutée, 3,8 ml. 


- Composition du gel de concentration à 1,5% de polyacrylamide: Solution B 
(acrylamide, 10,0 g; bisacrylamide, 2,5 g; eau permutée, qsp 100 ml), 1,2 ml; Tris 1M 
(pH 6,8), 0,5 ml; ammonium persulfate, 0,2 ml; eau permutée, 2,1 ml. 


Après polymérisation du gel de séparation, le gel de concentration est coulé et 
un peigne de 10 puits destinés à contenir les dépôts protéiques y est inséré. Avec une 
microseringue, on dépose 30 ul d'extrait contenant de 9 à 12 ug de protéines dans cha- 
cun des 10 puits. Le tampon de migration électrophorétique en conditions non 
dénaturantes a la composition suivante: Tris, 2 g; glycine, 9,6 g; eau permutée, qsp 1 
litre. 


L'électrophorése se déroule à voltage constant (180 volts) pendant 50 minutes 
à 4°C 


5/ Révélation enzymatique 


La solution de révélation de la glutamate déshydrogénase à NADP est la sui- 
vante: 


Tampon Tris-HCl (pH 8), 40 ml; L glutamate, 224 mg; NBT, 32 mg; PMS, 56 
mg; NADP, 15 mg (Blumenthal & Smith, 1973). 


Le gel immergé dans la solution de révélation est placé dans une étuve à 37°C 
pendant 45 minutes à 1 heure. Des taches bleues apparaissent; elles correspondent à la 
formation d'un précipité de formazan. Une autre série de taches claires apparaissent 
également; i] s'agit d'une réaction SOD (superoxyde-dismutase) fréquente dans les co- 
lorations utilisant le "système tétrazolium". 


Dès l'apparition des taches bleues, on rince à l'eau permutée et on fixe [a colo- 
ration. Composition du fixateur: acide acétique, 100 ml; giycérol, 100 ml; eau 
permutée, qsp 1 litre. 
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RÉSULTATS 


V Polymorphisme enzymatique dans les ascocarpes, les cultures mycéliennes et les 
mycorhizes de T. melanosporum et T. uncinatum. 


Les profils présentés sur la figure 1 (provenant chacun d'individus différents) 
montrent qu'au sein d'une méme espèce, la mobilité électrophorétique de la GDH à 
NADP est identique; il en est de méme pour celle de la SOD; par contre, entre 
espèces, le polymorphisme est suffisant pour permettre une différenciation nette. 


Nous n'avons pas observé de bande dans la piste (T) correspondant aux racines 
non mycorhizées, 


T. melanosporum T. uncinatum 


Fig. 1 - Zymogrammes de la GDH à NADP et de la SOD dans les ascocarpes, les cultures 
mycéliennes et les mycorhizes de T. melanosporum et T. uncinatum (T. melanosporum: 
l, ascocarpe, Provence; 2, mycélium en culture, Marches; 3, mycorhizes sur C. avellana, 
Périgord - T. uncinatum: 4, ascocarpe, Lorraine; 5, mycélium, Bourgogne; 6, 
mycorhizes, Bourgogne; T, racine témoin non mycorhizée). 


Fig. 1 - Electrophoretic patterns for NADP-GDH and SOD in ascocarps, mycelial cultures and 
mycorrhizas of T. melanosporum and T. uncinatum (T. melanosporum: 1, ascocarp, 
Provence; 2, mycelial culture, Marches; 3, C. avellana mycorrhizas, Perigord - T. 
uncinatum: 4, ascocarp, Lorraine; 5, mycelium, Burgundy; 6, mycorrhizas, Burgundy; T, 
non mycorrhized root). 
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2/ Polymorphisme enzymatique dans les mycorhizes de différentes espéces de 
Tuber avec Corylus avellana. 


Les profils des figures 2 et 3 (provenant, comme ceux de la figure 1, d'indivi- 
dus différents) confirment la possibilité de différencier les espèces entre elles, alors 
que, dans une même espèce, les distances de migration des taches montrent une remar- 
quable homogénéité. Nous avons calculé, pour la GDH à NADP, les moyennes des 
Rf pour corriger les effets de différences dues à la lecture sur plusieurs gels. Les 
moyennes ont été effectuées de la façon suivante: 


Rf- 3(Rfc) + NES + 3(Rfm) 


avec: Rfc = valeur correspondant à la bande révélant la GDH à NADP pour les cultu- 
res mycéliennes; Rfa = idem pour les ascocarpes; Rfm = idem pour les mycorhizes; 3 
et 9 = nombre de répétitions. 


Les Rf des bandes révélant la GDH à NADP, pour les espèces de Tuber 
représentées sur la figure 2, ont les valeurs suivantes: 


T.uncinatum brumale melanosporum albidum 


Fig. 2 - Zymogrammes de la GDH à NADP dans les mycorhizes de quatre espèces de Tuber avec 
C. avellana (1 et 2: T. uncinatum, Bourgogne; 3 et 4: T. brumale, Périgord; 5 et 6: T. 
melanosporum, Périgord; 7 et 8: T. albidum, Toscane). 


Fig. 2 - Electrophoretic patterns for NADP-GDH in mycorrhizas of four Tuber species with C. 
avellana (1 and 2: T. uncinatum, Burgundy; 3 and 4: T. brumale, Perigord; 5 and 6: T. 
melanosporum, Perigord; 7 and 8: T. albidum, Tuscany). 
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Fig. 3 - Zymogrammes de la GDH à NADP dans les mycorhizes de six espèces de Tuber avec C. 
avellana (1 et 2: T. albidum, Toscane; 3: T. melanosporum, Périgord; 4: T. uncinatum, 
Bourgogne; 5: T. aestivum, Provence; 6: T. brumale, Périgord; 7: T. melanosporum, 
Périgord; 8: T, rufum, Auvergne), 


Fig. 3 - Electrophoretic pattems for NADP-GDH in mycorrhizas of six Tuber species with C. 
avellana (1 and 2: T. albidum, Tuscany; 3: T. melanosporum, Perigord; 4: T. uncinatum, 


Burgundy; 5: T, aestivum, Provence; 6: T. brumale, Perigord; 7: T. melanosporum, 
Perigord; 8: T. rufum, Auvergne). 


T. uncinatum, 0,271; T. brumale, 0,410; T, melanosporum, 0,471; T. albidum, 
0,433. 


Certaines espéces proches dans la systématique, telles T. uncinatum et T. 
aestivum ont une bande majeure semblable (fig. 3). T. uncinatum posséde une bande 
fine supplémentaire (visible sur la fig. 2); chez T. melanosporum et T. brumale, les dis- 
tances de migration de la GDH à NADP sont voisines, mais celles de la SOD sont 
beaucoup plus discriminantes. Les distances de migration de la GDH à NADP chez 
ces deux dernières espèces sont également voisines de celles observées chez T. 
albidum, espèce pourtant éloignée sur le plan taxonomique. 


DISCUSSION ET CONCLUSION 


Parmi les 12 systèmes enzymatiques étudiés, seule la GDH-NADP a permis de 
mettre en évidence de manière constante une activité enzymatique à partir des 
mycorhizes de Tuber; la SOD a donné des résultats plus irréguliers. 
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Le róle clé de la GDH dans l'assimilation de l'azote ammoniacal dans les 
mycorhizes d'épicéa a été clairement mis en évidence par Dell et al. (1989). Ces au- 
teurs ont démontré que, dans des extraits bruts de mycorhizes d'Hebeloma sp. sur 
épicéa (Picea excelsa L.) de deux ans, 8596 de l'activité totale de la GDH sont dus à la 
GDH à NADP du champignon; au contraire, la GDH fongique est fortement réprimée 
in vitro dans les mycorhizes du hêtre (Fagus sylvatica L.) avec Hebeloma 
crustuliniforme (Bull. ex St Amans) et Paxillus involutus (Batsch ex Fr) Fr. La 
présence de GDH à NADP dans les extraits de mycorhizes d'épicéa suggère que 
l'ammonium absorbé par les mycorhizes est d'abord assimilé par la GDH à NADP 
dans les tissus de l'hóte pour produire du glutamate qui pourrait par la suite étre 
catalysé par la glutamine-synthétase (GS) du champignon, avant d'être transporté com- 
me glutamine vers ies cellules de la plante. 


Chez les Tuber, les profils obtenus avec les ascocarpes, les cultures 
mycéliennes et les mycorhizes donnent la méme réponse, pour une espèce de Tuber 
donnée. 


Les résultats obtenus dans cette étude confirment, mais complètent également 
ceux publiés en 1992 par Dupré et al; en effet, jusqu'ici, la caractérisation des 
mycorhizes ne pouvait étre obtenue que par une voie indirecte consistant à réaliser 
lélectrophorése des isoenzymes sur les cultures de mycélium isolé à partir des 
mycorhizes; dans le travail présenté ici, l'analyse est effectuée directement sur les 
mycorhizes, ce qui simplifie fortement la technique. 


La forte affinité entre les profils électrophorétiques de T. aestivum et T. 
uncinatum confirme les résultats obtenus en 1992 par Gandeboeuf, dans une étude 
menée sur la différenciation des deux taxons par lanalyse des isoenzymes des 
ascocarpes et des cultures mycéliennes. 


L'analyse électrophorétique des isoenzymes présentes dans les mycorhizes des 
Tuber fournit donc un outil extrêmement intéressant de contrôle biochimique de la 
mycorhization des plants, lorsqu'une forte convergence de la morphologie des 
mycorhizes rend difficile l'identification du symbiote fongique par les méthodes classi- 
ques: c'est le cas pour T. aestivum - T. uncinatum et T. albidum - T. magnatum. Ces 
deux derniers Tuber font actuellement l'objet d'une recherche spécifique, en collabo- 
ration avec le Département de Génétique et Biologie moléculaire de l'Université "La 
Sapienza" de Rome. 
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